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近では人工的に合成された tRNA!♂の遺伝子が実際に in vivoで、その機能を発現し J) 又合成した
Somatostatineの遺伝子を組み込んだ大腸菌からは， Somatostatine がproductive に得られるに至っ
ている 3) 一方 RNAの化学合成は DNAのそれに比べ， 2' 水酸基が存在するために，困難かつ労力を要
し，特定の塩基配列を持ったオリゴヌクレオチドとしては 9 mer 3 )4) が最長のものである。又DNA リ
ガーゼのような結合酵素の存在も最近まで明らかでなく，より長鎖のものを得ることは困難であった。





今回演者は，先ず\化学的に合成された Yeast tRNAA1a フラグメントと天然フラグメントを再構成
しそのアラニン受容活性を調べ，合成フラグメントが天然由来のものと同様アミノ酸受容活性を持つ
ことを初めて明らかにした 3) 次に最近発見された T4RNA リガーゼ 7) による合成フラグメントの結合
反応を試みた。その結果， RNA リガーゼ反応についていくつかの新しい知見を見出す 8) とともに，










題なので，演者は先に当教室で合成された Yeast tRNAA1a 
の3' 末端 9 mer C-G-U-C-C-A-C-C-A 3 ) 及びグ末端
の 2 つの 6 mer G-G-G-C-G-Uo3), G-U-G-G-C-G6) 
と Torula YeasetRNAA1a の RNase T. 限定分解フラグ
メント 11) (図 1 )との再構成を表 1 に示す条件で行なった。
表 1 Reaction condi tions 
annealing 
tRNA fragments (10ー20μM of 3' -termi nus) 
10 mM Tris-HCl (pH7.5) 
10 mM MgCl2 
in 10μl 
550 5 min in water bath 




















































0.1 M potassium phosphate buffer (pH 6.7) 
4 mM ATP 
20 mM KCl 
10 mM MgCl2 
25μM 14C-alanine (50μCi!μmole or 130μCi!μmole) 
ARSase (partially purified) 
total 60μl 
o "c6 hr 
表 2
図1.
結果を表 2 ，図 2 に示す。
Components 3'-Component 14Cincoroorated Alanine/3' component Activity cf. 1 
nmol counts/min 
Tolutαt RNAA1a(1) 0.0578 7362 
3' H+5' H(2) o. 164 15112 
3' H+5' Q(3) 0.164 2590 
3' H+ l(4) 0.164 96 
3'H+ ll+ 皿+F20-34 (5) 0.164 207 
1 + F36-46 +5' -H(6) 0.22 35 
1 +5' H(7) 0.22 22 
1 +5'Q(8) 0.22 157 
I+ll+田 +F20-34+F36-46 (9) 0.22 41 









3' halb単独10)で、はアラニン受容活性は全くない o 3'half+5'-half(2) は intact tRNAl)に対して72





























に僅かながら活性が認められた。そ合成フラグメントを含む再構成分子では， :4), :5), :8), 一方，
こでこれらの活性が実際に complex を形成してアミノ酵を受容しているのかどうかを検討するため，
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(2)は 3' half に対し 5'-half が 1~2 当量で受容活性は一定になったが， :3), :4), :8)，は5'-component 
これは:3) ， :4), :8)のようにフラグメント
が短い場合， 1 対 l の量比では， complexの形成能が低く， 5' -component を過剰に加えることにより
complex が増加するためと考えられる。
を 4 当量加えるとそれぞれ25% ， 1. 2% , 3.4% に増加した口
これらの結果，初めて合成 tRNAフラグメントが天然由来のものと同様にアミノ酸受容活性を持つ






Hurwitz らにより発見された RNA リガーゼは図 4 -(a)のように linear な poly (rA) の 3'-OH と 5'­
P を分子内で環化結合する反応を触媒する。その後 Uhlenbeck らは図 4 -:b)のようにオリゴマ一同士で
も基質，酵素とも高濃度の条件を用いると，分子聞で結合の起ることを見出したJZ)
図 4 5' 3' ATP , Mg * o :a) P OH 
(b) (Ap)s C + p (Up)s U 
ATP , Mg* 




1. ピロリン酸中間体の同定 (Ap)s A を acceptor とし， p (Up)3 U を donor とする反応を表 3 の条件
で行ない次の 2 つの方法で調べた。 表 3
(A)大腸菌アルカリホスファターゼ (BAP) 低
抗性 count の検出
(B輝基非特異性の RNase Mによる nearest
neighbour analysis 
その結果， product, (Ap)s Ap (Up)3 U 
(34%)，原料， p (U p ) 3 U (36%) とともに
未知物質 X (30%) の存在を認めた。 X は(A)
の結果 p (Up)3 U と解離の数が似かよったも
reaction condition 
acceptor molecule 1 -15 nmole (0.1-1. 5mM) 
donor molecule 70-1000 pmole (7100μM) 
50 mM Tris-HCI (pH 7.5) 
10 mM MgCI2 
10 mM DTT 
0.1 mM ATP 
0.5μg BSA 
T4 RNA Ligase 
10μ1 ， 37。
0.4ー 2unit 
のであることがわかった。 RPC5 カラムクロマトグラフィーでX を単離し，ホモクロマトグラフィー
(図 5 )で調べると，予 (Up)3 U と同位置に動くが， acceptor に (Ap)s A を用い， ATP (-)の条件
下 RNA リガーゼ反応を行なうと， product の位置に移行した。この結果X は RNA リガーゼ反応の中
間体で， DNA リガーゼの反応機構 13) から類推して， donor のシー P がATPで活性化された A (5ノ )pp
(Up)3 U と推測された。実際に 5' ， 5' ピロリン酸結合も水解する蛇毒のホスホジエスラーゼ(VPDase)
で水解すると， pUが得られ， ATPの代りに Cd_ 32 pJ ・ATP と用いた時の X を水解すると pA と ;uが
当 mole の割合で得られ(図 6 )，上記の構造が確認された。
以上のことから RNA リガーゼの反応機構は， DNA リガーゼの場合と同様，図 7 のように 3 段階を
経て起こると考えられる。尚 RNA リガーゼ， AMP complexは Hurwitz らにより単離同定されてい
る a ., 
-270一
図 5 図 6
B B 
A (5/)pp (Up)3 U pU 
VPDase 
P P 
A (5/)p (Up)3 U * i>A, pU 
y y 
* 
1. P (UP)3 U 
2. X 
3. X+(Ap)5 A+RNAリガーゼ
c七 ( Ap )5Ap (UP)3 U 
1 2 3 4 
図 7 Ligase + ATP 一一→f.igase-AMP+ IP PPi 
Ligase-AMP + pU-U-U-U→ Ligase 十 A(グ )ppU-U-U-U 
A(51) ppU-U-U-U + (Ap)5 A + Ligase ー→ (Ap)s Ap (Up)3 U + AMP+ Ligase 
Ligase+APP+ (Ap)5 A +pU-U-U-U (Ap)5 Ap (Up)3 U+AMP+ PPi + Ligase 
2. oligo (A) + p-oligo (Py) の反応と Oligo (Py)+p-oligo (A) の反応の比較
表 4
Acoeptor Donor En Time Joining RNase M digestion 
nmole pmole umt ロ11n % o P~ *pUp A本p U本p*pUp 
A-A-A 15 *pU-U-U-U93 0.4 45 10 15 75 10 。
A-A-A-A 15 *pU-U-U-U93 0.4 45 33 42 25 お 。
A-A-A-A-A 15 *pU-U-U-U93 0.4 45 53 35 12 53 。
A-A-A-A-A 15 *pU-U-U-U53 1.2 15 ~100a 
a, observed in homochromatography. 
表 4 に acceptor として oligo (A) , donor として oligo (Py) を用いた場合の反応をまとめた。 鎖
長が短くなるに従い，収率が低下しているが，総じてこの typeの反応はよく進行することが認められ
Acceptor Donor En Time BAP RNaseM digestion 
nmole pomole unit m匤 reSlSt. 申pAp A*p U申p c*p 
U-U-U-U 10 *pA-A-A-A-A 1000 2.0 15 57 43 55 2 
U-U-U-U 15 *pA-A-A-A-A 68 0.4 45 27 63 24 3 
U-U-U-U 15 本pA-A-A-A-A 72 0.17 120 9 91 9 。
c-c-c-c 15 寧pA-A-A-A-A 72 0.17 120 30 70 24 6 
円
d
ー*た。一方 acceptor として oligo (Py) donor として oligo (A) を用いた場合(表 5 ), Up (3' ), Cp 
* (3' )はほとんどなく，大部分Ap (3') が得られ，実際に product を単離後 RNase M水解で調べる
と， A;(3F) のみが得られた。これはaωptor を過剰に用いているにもかかわらず，図 8 のように
donor 分子が重合し，更に分子内で環化結合していることを示している。又Y末端にリン酸を持った
図 8 宜 RNA リガーゼ* * RNaseM 
(U山 U + P (Ap)4 A ---4 と Ap)4 Ap (Ap)4 勺 ~Ap (3') 
( Up)3 U; (Ap)4 A ) ( p 4
* ;(Ap)5 を donor とした場合，重合反応は防ぐことができたが， (Up)3Up(Ap)5 の増加は認められな
かった。このように oligo (A) は acceptor になりやすいのに対し， oligo (Py) はなりにくいという
結果から，演者は RNA リガーゼには何らかの塩基特異性があると考えた。
* 第三章 X申 Y-Z+pC-C-Aの RNA リガーゼ反応
RNA リガーゼの塩基特異性及び特定の塩基配列を持つリボオリゴマーの合成に RNA リガーゼが利
用できるか否かを明らかにするため種々の化学合成 ribotriplet を基質としその反応を検討した。
acceptor は donor に対し 5 当量， RNA リガーゼ1. 05 unit を用い，先に示した条件で反応した。
product は RPC5 カラムクロマトグラフィーで単離し，先と同様の方法で同定したO 結果を表6 に示
* * す。いずれの反応においても pC-C-A の重合反応は認められず，更に pC-C-A単独で、も中間体の段
* * 階で止まっていることがわかる。これは pC-C-Aが p (Ap)4A とは異なり重合しにくい sequence で
あることを示唆している。
表 6 acceptor donor (nmol) En tim temp product 
(1 nmol) *pC-C-A unit mln ℃ % 
C-A-A 0.5 1. 05 45 37 69 
C-C-A 0.2 1. 05 60 37 38 
A-A-A 0.2 1. 05 30 37 66 
C-C-C 0.2 1. 05 30 37 71 
C-C-G 0.2 1. 05 30 37 11 
U-A-G 0.2 1. 05 60 37 23 
0.5 1. 05 30 37 oa 
C-C-A (ONB) 0.5 1. 05 30 37 1a 
C-A (oNB)A 0.3 1. 05 30 37 40 
U-U-C 0.2 1.4 30 37 25 
U-U-C 0.2 3.5 30 37 46 
C-C-G 0.2 2.1 60 37 26a 
C-C-G 0.2 o. 7 60 30 43a 
u-u-u 0.2 o. 7 60 30 50b 
a: estimated by PEP after treatments with RNase A and BAP. 





















前章の結果と合わせて守考えると， acceptor になりやすいのは Aの多い sequence (A-A-A, C-A-A) , 
なりにくいのは 3'末端に G を持つ sequence (U-A-G , C-C-G) 及び~Py 塩基の多い sequence (Cｭ
* C-A, U-U-C) と推論できる D しかし C-C-C+ pC-C-Aの結果が示すように， (Py)n+;(A)n の
本
場合程critÌcal なものではないようである。これは pC-C-A が重合しにくい sequence であることに
* 関係していると考えられる。すなわち ípC-C-A に対する RNAリガーゼの affinity は小さく， acceptor 
* は過剰に存在するので， sequence にあまり関係なく比較的結合する。一方 p (A)n に対する affinity
は大きいので， affinity の小さい (PY)n は認識されなくなる」と考えられる。一方合成の観点からは




る oーニトロベンジル基を糖部2' 位に持つ C-AONB_ A 15) は C-A-A に比べ収率は低下するが基質になる
こと，しかし C-C-A -oNB 15) は基質にならないことがわかった。従って 0- ニトロベンジル基は RNA リ
ガーゼ精製の際に混入して来る 3'-exonuclease の作用を阻害する保護基，又donorの重合反応及び
分子内環化反応を防ぐ保護基としても有効と考えられる。
以上の結果， triplet のように短い基質でも比較的収率良くつながること，その際sequence によっ
てはつながりにくいものがあること，しかし条件により収率を向上させうることがわかり，特定の塩
基配列を持つリボオリゴマーの合成に RNA リガーゼが有用であることが明らかになった。
第四章 RNA リガーゼによる合成tRNA2211 フラグメントの結合反応






-G~ 7) C-C-C-C-C-G ,17) C-A-A, C-C-A を RNA リガ
ーゼでつなぎ， 3' 末端の17merの合成及び、 C-G-C-G と
G-G-G-U-G-G よりグ末端の10merの合成を計画した。
*ρ* 1. pし-A-Ap C-C-AXOEt の合成










一 〔 γ_32pJ ATP, P. N. キナーゼ 寧 C-A-A, RNA リガーゼ
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* * p C-C-C-C-G は pC-C-A と同様に，重合しにくい sequence であることが認められたので， 3' 末
端を保護することなく，又 acceptor U-C-C-G-G も 4 当量の条件で RNA リガーゼ反応を行なった O
product は RPC-5 カラムクロマトグラフィー(図11) により単離した。ホモクロマトグラフィー，
nearest neighbour analysis，及びP.N. キナーゼでシ位を( 32PJ ラベ、ル後 VPDaseの限定分解で，
* PーがU-C-C-G-GpC-C-C-C-C-Gであることを確認した。収率は34%であった D
* * 3. U-C-C-G-G-C-C-C-C-C-G + pC-A-A pC-C-AXOEt の反応
acceptor 67μM ， donor 17μM ， RNA リガーゼ、 70units/ml の条件で反応し， 24時間後に 5%の収
率でproductの生成を認め(図13) ，単離後， nearest neighbour analysis で、 U-C-C-G-G-C-C-C-
* * C-C-GpC-A-ApC一C-AXOEt であることを石室認した。 (図14)
4. C-G-C-G+pG-G-G-U-G-Gの反応
この反応は G が多い sequence のため self-aggregate しやすく困難なことが予想された。しかし
反応に先立ち 700C ， 2 分間の加熱処理を行なうことにより， 25%の収率で、 productの生成を認めたO







( 1) RNaseM P.P.C. 
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2. RNA リカーゼによるリボオリゴマーの結合反応を調べ，この反応がATP由来の AMPがdonor
のグ位にピロリン酸結合した A (5' )pp (Up)3 U なる構造を持つ中間体を経て起こることを明らか
にした。
3. RNA リガーゼにより， ri botriplet同士のように短いものでも比較的収率良くつながることを認
め，特定の塩基配列を持つリボオリゴマーの合成に利用できることを明らかにした。又その際，
RNA リガーゼが塩基特異性を有する知見を得た。
4. RNA リガーゼにより， E. coli tRNA fMet の 3' 末端の17mer及びシ末端の10merの合成を行なっ
た。
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論文の審査結果の要旨
西川君の業績は第一に，当教室で化学的に合成された酵母アラニン+RNAの3' 末端ノナヌクレオ
チド及びシー末端の 2 つのヘキナヌクレオチドを，同 tRNA より T1 RNase限定分解で得たフラグメン
トとの再構成により，初めてアラニンの受容活性を見出したこと。
次に大腸菌フオルミルメチオニン tRNA の化学合成フラグメントの中， 3'末端の17ケ及びグ末端の
10ケのヌクレオチド配列を含むものを RNA リガーゼを用いて結合を試み，その合成に成功した。又，
この反応の途次， RNA リガーゼ反応の真の中間体は donor分子のシ隣に AMPがピロ燐酸結合した分
子であることを発見したことにある。
これらの成果は充分博士号請求に値いするものと考える。
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